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　　The　behavior　of　ATPase　and　superprecipitation　of　actomyosin　after七reated　wi七h　inorganlc　pyrophos・
phate　in　lower　KCI　concentration　has　been　studied．
　　The　effeet　of　10－L’M　pyrophosphate　on　myosin　B－ATPase　was　removed　by　an　addition　of　10－4M
MgClk，．　The　isoelectric　precipitation　of　myosin　B　was　dissolved　by　pyrophosphate，　and　then　returned　to
its　original　state　in　the　presence　of　Mg．　ln　this　condition，　superprecipitation　was　likewise　regenerated
and　each　st’ep　in　the　proeess　of　the　superprecipitation，　namely　the　clear　phase，　aggregation　and
synaeresis，　beeame　similar　to　the　case　without　pyrophosphate　or　Mg．
　　From　these　resul七s，　the　importance　of　bivalen七metal・，　especially　Mg　ion，　on七he　A［［［Pase　activi七y　and
deformation　of　myosin　B　was　discussed．
　先にpyrophosphate及びsalyrganの存在下にActo・
myosin－ATPase活性と超沈澱との関．連性について検討し
た1）。
　其の際pyrophosphateは低塩濃度において，従来報告
されてるる如くATPase活性を阻害し，同時に超沈澱のよ
り強度な抑制を示した。これに対して最近村中2）は高塩濃
度下に従来の結果と反して，一定のpyrophosphate濃度
ではmyosin及びactomyosin－ATPase活性が増強され
ることを観察した。且つM郎こよる両者の阻害がpyre－
phospha七e添加に」つて除去される結果を得た。
湯田坂隔）は既にactomyosinのATPaseに対するMg
効果がそのKCI濃度によって異ることを報告している。
また低塩濃度においてはMgがclear　Phaseを延長し，
pyrophospha七e共存下にそれが弱められることが知ら
れている5）。　さらにpyrophosphateはMgに対して，
chelating　actionを持つことが知られているq）。
　そこでpyrophosphateによるATPase活性及び超沈澱
の抑制はactomyosi　nのbound　Mgと密接な関連を持つ
ことが予想される。これについて以下検討を加えた。
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実験方法
　材料：
　1）myosin　B：A．　Szent－Gy6rgyiの：方法7）により家
蒐筋肉より抽出し，Edsa11の方法8）に従って3回洗灘し
た。蛋白濃度．はmicro・kjeldahl法｝こよる窒素定量から決
定した。
　2）ATP溶液：犬筋肉より抽出し，　K塩溶液として使
用した。
　3）Buff”er　l容液＝pH　7．0のMichaelis　veronal　acet－
ate　bufferを用bた。なおK濃度を高めないためbu［fer
中の規定されたNaClは除外した。
　4）Pyrophosphate溶液：10－1Mの貯蔵液とし，　HC］
でpH　7．0に調節，00Cに保存した。
　5）pH測定はガラス電極pHメーターによつた。
　方法：myosin　Bの終濃度は1．2　mglccとし，　bufffer
は0．5ccを加えた。　pyrophosphateは貯蔵液を適当に稀
釈し，終濃度10－4M～2×10－L’　Mとした。　さらにMgCし
及びKCI溶液は各図に示される如ぎ濃度に加1％液量1．5cc
とする。≡欠いて120℃に3分聞preincubateした’tfi，　t　ATP
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溶液0．5cc（終濃度5×10一4　M）を加え反応を開始した。反
応混液は全量2．Occである。
　一定反応時聞の後5％trichloracetic　acid　2　ccを加え
て反応を止め，濾過する。濾液2ccについてその含有する
遊離燐酸をFiske＆Subbarow9）法により発色，島津分光
光度計を用い波長700mμで比色定量した。
　超沈澱の判定はATPase活性と比較する場合には反応開
始後6分で肉眼観察し，且つそれのみの成績は後に示す如
く写真によった：。
実験成績
A．ATPase活性に関する成績＝
　1），前報1）たおいて報告した如く低塩濃度下にmyosin
BのATPase活性は10－2Mのpyrophosphateにより約
80％阻害される。それに対してMgを添加すればその阻
害は除去され，或る濃度のMg存在下にその活性は大きく
回復される（Fig．1）。　10『2　M　pyrophosphateによって阻
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害されたとき’，その回復は10－4MMgCIL，の共存を必要とす
る。またこの際高度の回復は塩濃度のより低い場合に起る。
）比較的高い塩濃度においては（K：＝0．165M）10一4　M
MgCIL・の共存：によりmyosin　BのATPase活性は［虹害さ
れる。この条件でpyrophosphateを次第に添加して行け
ば再び活性は回復された（Fig。2）。
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Condition　same　as　in　Biig．　1．
B．超沈澱に関する成績：
　以上の成績において同時に超沈澱現象をも観察し，その
強度を一ト，一に．よって呈示した。即ちATPase活性の回
復は同時に超沈澱の回復をも伴っている。よってさらに詳
しい検討を加えた。
　1）既に知られて居る如くli）10）一1！），　Mgは超沈澱の
clear　phaseを延長し，且つ適当な量のMg存在は終極に
おいて強いsynearesisをもたらす。しかし濃度の増加と
ともに次第にclear　phaseの延長は大となり，　synearesis
の抑制が生ずる。その結果観察時聞に内においてaggre－
9ationの段階に止まる（Photo．1＞。
　2）一方Mg及びpyrophosphateによるmyosin　Bの
等電沈澱状態の変化は先に報告した1：11。Mgの影響につい
てはその後添加直後において溶解を増し，時聞とともに再
び沈澱の形成されることが新たに観察された。さらにMg
とpyrophosphate共存下にはPhoto．　2　a　Uc示す如き結果
を得た。即ちpyrophosphateの添加によってmyosin　B
11，巻2／3号
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15　min．
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Photo．　1．　Effect　of　varied　MgCIL，　eoncetrations　on　superprecipitation・
　　　　　　　K：0ユ65M
　　　　　　　Condition　same　as　in　Fig．　1．
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Effect　of　pyrophosphate　and　MgCIL）on　isoelectric　precipita七ion　of　myosin　B
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Photo．2b．　Effect　of　pyrophosphate　and　MgCig　on　superprecipita七ion．
　　　　　　　Condition　same　as　in　Photo．　1．
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Table　1・ElzreaeげPyroplzospんαteαved妊ρα20・n　the　ProeessげSzeperp7・ecipitαtion
［Pyrophosphate］
［MgCl］
Time　required　for　the　beginning
of　aggregation
Time　required　for　the　beginning
of　syneresis
Time　required　for　the　comple一
．teness　of　syneresis
1
c一）
c一一）
8n
17／／
120u
冊
2 3
10－2M 10－2M
10－S　M
lsot／
360ii
1800！／
十卜
5×10－5M
20t，
32i！
ユ50”
1－H1
4
10－2　M
10－4　M
12tt
25／！
360ti
［K］：　O．165M　pH：　70　Temperature：　15eC
ATP　Concentration：5×10－4M
Protein　Concentration　；
　州・
1．2　mg／ec
は直る程度溶解され，続いてMg濃度の増大によって再び
沈澱度合をましてくる。かかる条件下にはMgとpyro－
phosphate　Q相互反応によるpHの大き『な変動はみられず，
混液のpHは7．0にとどまった。またMg－pyrophosphate
の沈澱もみられなかった。しかしMg濃度が10－2Mに増
加した時にはpHの変動及び沈澱の生成が観察された。
　3）さらに上述の如き条件下va　5×ユ〇一4MA．TPが添加
されるならばPhoto．2bに示す如く，10『2Mのpyroph－
hospateの共存は超沈澱を抑制し，　Mg濃度の増加に伴っ
てそれが回復される。さらva　Mg濃度の増加した聞合には
clear　phaseの延長を示した。
　超沈澱が再び観察されるMg濃度は5×10－5　Mないし
10”4Mであり，　ATPase活性の回復と平ffする。　Table　1
は各段階の発現の時間経過を示すものである。二段階の速
度はpyrophospha七eの共存により大きく抑制され・，さら
にMgの共・存によってそれが回復される。
考 按
　以上の事実を総1諒するにmyosin　BのATPase活性及
び超沈澱はpyrophosphateによって阻害され，次いで
Mgを添加することにより再び回復された。
　即ち前報における如く，10－2Mのpyrophosphateは
ATPase活性を約80％阻害するが，　Mgを添加することに
より，Fig．1にみられる如く活性の回復を示した。この回
復は環境塩濃度により大ぎく左右され，0．12MKGIにおい
ては図示される如き結果を得たが，次第に塩濃度を増加す
ることにより回復の程度は減少する。Fig．2に示されるよ
うに一定のMg存在下にpyrophosphateを添加して行く
突験においても回復は観察された。しかしFig．1の実験に
おけると同一濃度のMg及びpyrophosphate共存下に活
性の回復度合は50％程度にすぎない。このことはFig．1
の実験に比してその環境塩濃度が高いためである。
　これらの弗＝実からATPase活性が塩濃度によって大き’く
麦配されるとしても，myosin　BとATP及びpyrophos－
phateの相互作用はMgを介して行なわれるものであるこ
とが強く示唆される。
　湯田坂3）はactomyosinのATPaseに対するMgの効果
が塩濃度によって変化し，低塩濃度においては漕i生を増強
し，高塩濃度においては阻害することを報告した。さらに
永井等14）はATPase活性に対するMgの重要性を示唆し
ている。またFriess15）・16）等及びBowenエ7）はmyosin　B
のATPase活性が高塩濃度においてEDTAにより大き’く
増加され，低塩濃度において阻害されることを観察した。
しかしてこの現象はEDTAとbivalentのionとの相互
作用によるものとした。一方村中2）はpyrophosphateが
高塩濃度下にmyosin及びmyosin　BのATPase活性を
増強し，またMgによる活性の阻害：がこの物質の添加によ
り除去される事実を観察した。
　なおglycerol筋に関する実験においてbivalent　cation
がその収縮弛緩に大きな影響を持つことが報告されてい
るls、．2［1）。特にBozler21）一“　L’L7）はpyrophosphaヒe及びED－
TAに＝よるglycerol筋の伸「喪がMg　ionによって大きく影
響され，かかる物質によって筋を充分洗牒した結果伸展が
みられなくなること，さらにMgの添加で再び伸展をみる
ことを報告した。このことから弛緩は或る濃度以上のMg
の存缶を必要とすると結論している。
　以上の事実に対してmyosin及びactinが二価の金属
イオンを有することについては既に報告されているとおり
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である7）・23）。著者等はmyosin　BのbDund　Mgについて
定量的検討を行っていないが，なお有効なるMg量の存在
を推定することは容易である。さらにpyrophosphateは
従来知られている如く金属イオンに対してchelating　ac’
tionを有している6）・24），．RつATPに同様に燐．酸上川を持
つことは極めて興味あることといえる。そこでpyrophos・
phateはmyosin　Bの酵素化学1的active　siteにATPと
競争的に作用し，またMgを介するATPとmyosin　Bの
結合はpyrophosp’nateの共存によって阻害されると考え
られる。低塩度直下にMgがATPaSe活性を増強する事実
は作用物質であるpyrophosphateの構造を考え合せるこ
とによって訳の如く推論される。既ち基質として酵素に作
用するA．TP及び阻害物質としてのpyrophosphateは本
来酵素に結合しているMgを介して作用する。　さらに
pyrophosphateによってこのMgがblockされた時に
ATPほ酵素と作用することが出来なくなる。外部からMg
を添加すればこれを介するATPの作用が可能となるか，
或いはmyosin　BのMgをbloekしているpyrophos・
phateがATPaseのsiteから除去される。このことは
actomyosin－ATP系の酵素反応に限らず他の多くの酵素
がその生物学的活性を示す上にご価の金属イオンを必要と
する点より考えて妥当であると考える。
　また皿gを結合するmyosin　Bの基に．ついてはまだ不明
であるが，上述の如くphosphate・Mg－proteinの結合を
考えるならば酵素の酸素及び窒素を含む基が注Hされねば
ならない。最近K：ielley　geL’5）によってSH阻害剤である
PGMBの少量がATPase活性を増強し，且つこの現象は
EDTAの共存により消失することが観察された。この事実
は金属のイオンとSHとの相互作用を考慮せしめるもので
ある。
　家に超沈澱現象もまたATPase活性の回復と同時に平行
して再現された。超沈澱ぶ筋収縮モデルたり得るならばこ
の成績はATP分解と収縮の平行性についての永井26＞の
説を麦持するものである。
　しかし，超沈澱とATPaseの関係を詳細に観察するなら
ば，必ずしも厳密な平行性は認められない。即ちFig．2に
示される如く，50％程度のATPaseの回復に対し，超沈
澱は既にかなりの回復を示した。またFig．1の実験にお
いて，10－5MのMg共存下のATPase活性tr＃i　Fig．　2の実
験における10－4MMg共存下の活性と同程度に回復され
ているにもかからず，超沈澱の生起は充分でない。即ち5
×10－5Mないし10－lMのMg存在下に超沈澱が起りやす
い結果が得られた。これはCa存在下にATPase活性の充
分なAM系において収縮は起らず，これにMgを加えて始
めて収縮が起るというWeber等27）の成紅と似ている。
　以上事実は一見ATPaSe活性と収縮の関係を疑わせるも
のである。しかしこれらの事実は，超沈’澱にとり，一・定度
以上のATPase活性の存在を必要とすること，しかも超沈
澱の程度は必しもこれと平行せず，或いは低く，或いは高
く現われること，またこれはMg，　K：Cl濃度等の条件に依
存することを示すものであり，これはATPase活性の存在
は収縮の必要条件であるが充分条件でないとする見解の二
二に属するものと考えられる。
　またmyosin　Bの等電沈澱に対するMg及びpyrbphos－
phateの影響は先に報告した13）。　pyrophosphateは10－2
M存在することによりmyosin　Bを溶解する。　この事実
もまた結合Mgに対するpyrophosphateの作用が等電点
の移動をもたらすとして説明することが出来る。そこでさ
らに添加された班gは上述の如くpyrophosphateに対し
て作用し，再び沈澱状態を回復することは明かである。
　両者の適当な濃度の混在はmyGsin　Bの沈澱状態をして
再び超沈澱発現に最適なものとすることが出来る。
　この条件を廻るMgの存在は再びATPase活性の阻害と
超沈澱の抑制を来たす（Fig．1，　Photo．2b）。このことはMg
の効果が大きく発現した結果として解釈しうるであろう。
何故ならば高いMg濃度では低塩濃度においてもATPase
活性は阻害される。また，多量のMgの共存はATP及び
pyrophosphateの両者をともにmyosin　Bへ・密接に結合
せしめ，従って再び溶解作用を増すであろうと考える。一
方Mgの多量存在するBozler等の実験は上述の如き’条件
と一致するものであると考えられる。
　またmyosin　Bの高塩濃度における形態変化は直ちに低
塩濃度のそれと対比することは出来ないが，．次に述べる諸
観察は以上の考察の支持となるものと考える。即ちpyro－
phosphateは低温において0．6　M　KCI濃度下のmyosin　B
の粘度を低下せしめる。常温においてもMgの共存下に同
様な現象を来たす29）。さらに共存するMgの濃度によって
pyrophosphateによる粘度低下の度合が変化する29）。
　他方森沢鋤によれば25℃においてATPによるmyρsin
Bの粘度低下がpyrophosphateにより阻害され，同時に
Mgの共存はこの阻害を除去する。
　以上の諸；事実を考えあわせるならばmyos三n　Bの沈澱形
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヒ成及び形態変化は二価の金属イオン特にMgの有無及び多
少によって大ぎく左右されることは明かである。
結 論
　1）10　2Mpyrophospha七eによるmyosin　BのATP－
ase活性の阻害は10－4　M　Mgの共存によって除去された。
　2）myosin　Bの等電沈澱はpyrophosphateによって
溶解され，Mgの添加によりもとの状態に回復された。
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　3）かかる条件下に超沈澱現象も再現し，その各段階の
発現する速度も回復した。
　4）以上の事実からmyosin　BのATPase活性及び形
態変化におけるMgの重要性を考察した。
　　　　　　　　　　　　　　　（昭和32．1．21受付）
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